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BESCHREIBUNG 

Neuer Wachstums-/Dif ferenzieinangsfaktor der 
TGF-B-Famtlie 

Die vorliegende Erfindting betrifft einen neuen Wachstums/Dif- 
ferenzierungsfaktor der TGP-S-Familie und dafiir codierende 
DNA-Sequenzen . 

Die TGF-B-Pamilie von Wachsturasfaktoren, zu der BMP-, TGF- 
und Inhibin-verwandte Proteine geh6ren (Roberts und Spom, 
Handbook of Experimental Pharmacology 95 (1990), 419-472) ist 
besonders fiir einen weiten Bereich medizinischer Behandlungs- 
methoden und Anwendungen relevant. Diese Faktoren eignen sich 
in Verfahren, welche die Wundheilung und die Gewebewiederher- 
stellung betreffen. Weiterhin induzieren mehrere Mitglieder 
der TGF-S-Familie das Gewebewachstum, insbesondere das Wachs- 
tum von Knochen und spielen daher eine zentrale Rolle bei der 
Induzierung der Entwicklung von Knorpeln und Knochen, 

Wozney (Progress in Growth Factor Research 1 (1989), 267-280) 
und Vale et al. (Handbook of Experimental Pharmacology 9.5 
(1990) , 211-248} beschreiben verschiedene Wachstumsf aktoren, 
wie etwa diejenigen, die mit der BMP- (knochenmorphogenetische 
Proteine) \ind der Inhibin-Gruppe verwandt sind. Die Mitglie- 
der dieser Gruppen weisen signif ikante strukturelle Ahnlich- 
keiten auf . Der Vorlaufer des Proteins besteht aus einer 
aminoterminalen Signalsequenz, einer Propeptid- und einer 
carboxyterrainalen Sequenz von etwa 110 AminosSuren, die vora 
Vorl§ufer abgespalten wird und das reife Protein darstellt- 
Weiterhin sind ihre Mitglieder durch eine Aminosauresequenz- 
homologie definiert. Das reife Protein enthalt die am h6ch- 
sten konservierten Sequenzen, insbesondere sieben Cystein- 
reste, die unter den Familienmitgliedem konserviert sind. 
Die TGF-S-artigen Proteine sind multifunktionelle, hormonell 
aktive Wachstumsf aktoren. Sie weisen auch verwandte biolo- 
gische AktivitSten, wie etwa chemotaktische Attraktion von 
Zellen, F6rderung der Zelldif f erenzierung und Gewebe-induzie- 
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Faktoren kSnnten medizinische Anwendung bei der Heilung von 
Schaden und der Behandlung von degenerativen Erkrankungen der 
Knochen und/oder anderen Gewebearten, wie etwa z.B. Niere 
Oder Leber, finden* 

In der Patentanmeldung PCT/EP93/00350 ist eine Nxikleotid- und 
AminosSureeequenz ftxr das TGF-S- Protein MP-52 angegeben, 
wobei die dem reifen Peptid entsprechende Sequenz und ein 
GroEteil der dem Propeptid von MP- 52 entsprechenden Sequenz 
angegeben ist. Die vollst&ndige Sequenz des Propeptids MP-52 
wird nicht offenbart. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe 
besteht darin, DNA-Sequenzen bereitzustellen, die ffir neue 
Mitglieder der TGF-fi-Proteinf amilie mit mitogenem und/oder 
differenziertings-induktiven, z.B, osteo-induktivem Potential 
codieren, Insbesondere besteht die Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung darin, die vollstSndige DNA- und AminosSuresequenz 
des TGF- Proteins MP- 52 bereitzustellen. 

Diese Aufgabe wird geldst durch ein DNA-Molekfll , das fur ein 
Protein der TGP-S-Pamilie codiert und 

(a) den ftlr das reife Protein codierenden Anteil und gegebe- 
nenfalls weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID NO. 1 
gezeigten Nukleotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechende NAikleotidsequenz, 

(c) einem allelischen Derivat einer der Sequenzen aus (a) 
und (b) entsprechende Nukleotidsequenz, oder 

(d) eine mit einer der Sequenzen aus (a) / (b) oder (c) 
hybridisierende Sequenz umfafit 

iinter der Voraussetzung, dafi ein DNA-Molekiil gemSfi (d) zumin- 
dest den fur ein reifes Protein der TGF-6-Familie codierenden 
Anteil enthait. 

Weitere Ausfiihrungsf ormen der vorliegenden Erfindung betref- 
fen den Gegenstand der Anspruche 2 bis 10. Andere Merlcmale 
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xind Vorteile der Erf indung gehen aus der Beschreibting der 
bevorzugten Ausfuhrxingsf ormen xind den Zeichnungen hervor. Die 
Sequenzprotokolle und Zeichnungen werden jetzt kurz beschrie- 
ben. 

SEQ ID NO.l zeigt die vollstSndige Nukleotidsequenz der fflr 
das TGF-IS-Protein MP-52 codierenden DNA. Das ATG-Startcodon 
beginnt mit Niakleotid 640. Der Start des reifen Proteins 
beginnt hinter Nukleotid 1782. 

SEQ ID NO. 2 zeigt die vollst&ndige Aminos&ureseguenz des 
TGF-S- Proteins MP-52, die aus der in SEQ ID NO.l gezeigten 
Nukleotidsequenz abgeleitet wurde. 

Figur 1 zeigt einen Vergleich der AminosSuresequenz von MP-52 
mit einigen Mitgliedem der BMP-Prbteinfamilie mit Beginn am 
ersten der sieben konservierten Cysteinreste . * bedeutet, daS 
die AminosSure in alien verglichenen Proteinen gleich ist; 
+ bedeutet, daS die AminosSure in mindestens einem der Pro- 
teine im Vergleich zu MP-52 iibereinstimmt . 

Figur 2 zeigt die Nukleotidsequenzen der Oligonukleotidpri- 
mer, die in der vorliegenden Erfindung verwendet wurden, und 
einen Vergleich dieser Sequenzen mit bekannten Mitgliedem 
der TGF-S-Familie. M bedeutet A oder C, S bedeutet C oder G, 
R bedeutet A oder G und K bedeutet G oder T. 2a zeigt die 
Sequenz des Primers OD, 2b zeigt die Sequenz des Primers OID. 

Die vorliegende Erfindung umfaSt zumindest den fiir das reife 
Protein codierenden Anteil und gegebenenf alls weitere funk- 
tionelle Anteile der in SEQ ID NO.l gezeigten Nukleotidse- 
quenz sowie Sequenzen, die dieser Sequenz im Rahmen der 
Degeneration des genetischen Codes entsprechen und allelische 
Derivate solcher Sequenzen. Weiterhin umfafit die vorliegende 
Erfindvmg auch mit derartigen Sequenzen hybridisi rende 
Sequenzen unter der Voraussetzung, daS ein solches DNA-Mole- 



wo 95/04819 PCT/EP94/02d30 

- 5 - 

kiil zumindest den filr ein reifes Protein der TGP-fi-Pamilie 
codierenden Anteil vollst&ndig enthSlt. 

Der Begriff "funktioneller Anteil" im Sinne der vorliegenden 
Erfindiong bedeutet einen Proteinstnteil, der in der Lage ist, 
z.B, als Signalpeptid- , Propeptid- bzw. reifer Proteinanteil 
zu wirken, d.h. mindestens eine der biologischen Funktionen 
der natilrlichen Proteinanteile von MP-52 zu erfullen. 

Der fur den reifen Anteil des Proteins codierende Bereich 
reicht von den Nukleotiden 1783 - 2142 der in SEQ ID NO. 1 
gezeigten Seguenz. Gegebenenfalls kaxm das DNA-Molekfil noch 
weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID NO. 1 gezeigten 
Sequenz umfassen, namlich die ffir den Signal- oder/und Pro- 
peptidanteil codierenden Nukleotidsequenzen. Besonders bevor- 
zugt umfcifit das DNA~Molekai die Sequenz ffir den Signal- und 
den Propeptidanteil und den Anteil des reifen Proteins, d.h. 
die Nukleotide 640-2142 der in SiSQ ID NO.l gezeigten Sequenz. 
Andererseits ksuin das DNA-Molekiil neben dem fiir das reife 
Protein codierenden Anteil auch noch funktionelle Signal - 
oder/vmd Propeptidanteile von anderen Proteinen, insbesondere 
von anderen Proteinen der TGF-fi-Familie, z.B. den oben ge- 
nannten BMP- Proteinen, umfassen. Die entsprechenden Nukleo- 
tidsequenzen sind aus den oben genannten Referenzen zu ent- 
nehmen, auf deren Offenbarung hiermit Bezug genommen wird. 

Weiterhin umfalSt die vorliegende Erfindung auch ein DNA- 
Molekul wie oben definiert, das zus&tzlich zwischen den 
Nukleotiden 1270 und 1271 der in SEQ ID NO. 1 gezeigten 
Sequenz eine nicht- codierende Intronsequenz enthSlt. Diese 
Intronsequenz ist in dem bei DSM hinterlegten Plasmid SKL 52 
(H3) MP12 enthalten, das die genomische NukleinsSuresequenz 
von MP-52 aufweist. 

Auch von der Erfindung umfalSt ist die vom Phagen X 15.1 
codierte cDNA-Sequenz des MP-52 Proteins. Diese Sequenz 
beginnt mit Nukleotid 321 von SEQ ID NO. 1. 
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Obwohl die allelischen, degenerierteti und hybridisierenden 
Sequenzen, die von der vorliegenden Erfindung umfafit werden, 
strukturelle Dnterschiede aufgrund geringfiigiger Andeningen 
in der Ntikleotid- oder/tind AminosSuresequenz aufweisen, 
besitzen die von derartigen Sequenzen codierten Proteine noch 
im wesentlichen die gleichen niitzlichen Eigenschaften, die 
ihren Einsatz in gnindsStzlich den gleichen medizinischen 
Anwendungen ermoglichen. 

GemSfi vorliegender Erfindung bedeutet die Bezeichntmg "Hybri- 
disierung** Cliche Hybridisiemngsbedingungen, vorzugsweise 
Bedingtingen mit einer Salzkonzentration von 6 x SSC bei 62 
bis 66 gefolgt von einem einstfindigen Waschen mit 0,6 x 
SSC, 0,1 % SDS bei 62® bis 66*»C. Besonders bevorzugt betrifft 
die Bezeichnung "Hybridisierxing" stringente Hybridisiervmgs- 
bedingungen mit einer Salzkonzentration von 4 x SSC bei 62 
bis 66**C, gefolgt von einem einstiindigen Waschen mit 0,1 x 
SSC, 0,1 % SDS bei 62 bis 66®C. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung sind 
DNA- Sequenzen, wie oben definiert, die aus Wirbeltieren, 
vorzugsweise SSugem, wie etwa Schweinen, Kiihen und Nagem, 
wie etwa Ratten oder Mausen, und insbesondere von Primaten, 
wie etwa Menschen, erhaltlich sind. 

Eine , besonders bevorzugte Ausfihrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung ist die in SEQ ID NO. 1 gezeigte und als MP-52 
bezeichnete Sequenz. Die Transkripte von MP- 52 wurden aus 
embryonalem Gewebe erhalten und codieren ffir ein Protein, das 
eine betr&chtliche Aminosaurenhomologie zum reifen Teil der 
BMP-artigen Proteine zeigt (siehe Fig. 1) . Die Proteinsequen- 
zen von BMP2 (« BMP2A) und BMP4 {« BMP2B) sind bei Wozney et 
al., Science 242 (1988), 1528-1534 beschrieben. Die entspre- 
chenden Sequenzen von BMP5, BMP6 und BMP7 sind bei Cel ste et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990), 9843-9847 b - 
schrieben. Einige typische Sequenzhomologien, die ffir be- 
kannte BMP-Sequenzen spezif isch sind, wurden auch im Propep- 
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tidteil von MP-52 gefunden, wahrend andere Teile des Precur- 
sorteils von MP- 52 erhebliche Dnterschiede zu BMP-Precursoren 
zeigen . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein 
Vektor, der mindestens eine Kopie eines erf indungsgeratfien 
DNA-Molekiils enthSlt. In einera derartigen Vektor ist die 
erf indungsgemaSe ONA-Sequenz vorzugsweise operativ mit einer 
Expressionskontrollseguenz verkniipft, Solche Vektoren eignen 
sich zur Herstelliong von TGF-fi-artigen Proteinen in stabil- 
Oder trans ient-transformiert en Zellen. Verschiedene Tier-, 
Pflanzen-, Pilz- und Bakteriensysteme konnen zur Transforma- 
tion und die anschlielSende Kultiviemng verwendet werden* 
Vorzugsweise enthalten die erf indungsgemSLSen Vektoren fiir die 
Replikation in der Wirtszelle notwendige Sequenzen und sind 
autonom replizierbar . Weiterhin ist die Verwendung von Vekto- 
ren bevorzugt, die selektierbare Markergene enthalten, wo- 
durch die Transformation einer Wirtszelle nachweisbar ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist eine Wirtszelle, 
die mit einer erf indxingsgemaSen DNA oder einem erfindungs- 
gemSISen Vektor trauisformiert ist. Beispiele von geeigneten 
Wirtszellen umf assen verschiedene eukaryontische und prokary- 
ontische Zellen, wie etwa E.coli, Insektenzellen, Pflanzen- 
zellen, Saugerzellen und Pilze, wie etwa Hefe* 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Protein der 
TGF-S-Familie, das von einer DNA-Sequenz nach Anspruch 1 
codiert wird. Vorzugsweise weist das erf indungsgemSfie Protein 
die in SEQ ID NO. 2 gezeigte AminosSuresequenz oder gegebenen- 
falls funktionelle Anteile davon auf und zeigt biologische 
Eigenschaften, wie etwa Gewebe-induktive, insbesondere osteo- 
induktive oder/und mitogene Fahigkeiten, die mSglicherweise 
fur eine therapeutische Anwendung relevant sind. Die oben 
genannten Merkmale des Proteins kdnnen abhangig von der 
Bildung von Homodimeren oder Heterodimeren variieren. Solche 
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Struktiiren konnen sich ebenfalls fir klinische Anwendungen 
geeignet erweisen. 

Die biologischen Eigenschaften der erfindxingsgemaSen Protei- 
ne, insbesondere das mitogene und osteo-induktive Potential, 
kdnnen z.B. in Assays gemas Seyedin et al., PNAS 82 (1985), 
2267-2271 Oder Sampath und Reddi, PNAS 78 (1981) , 7599-7603 
bestlmmt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein 
Verfahren zur Herstellung eines Proteins der TGP-fi-Pamilie, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daS man eine mit einer 
erfindungsgemaSen DNA oder einem erfindxingsgemafien Vektor 
trans formierte Wirtszelle kultiviert xind das TGP-fi- Protein 
aus der Zelle oder /und dem Kulturiiberstand gewinnt. Ein 
solches Verfahren umfafit die Kultivierung der trans formierten 
Wirtszelle in einem geeigneten Kulturmedium und die Reinigung 
des erzeugten TGF-S-artigen Proteins. Auf diese Weise er- 
m6glicht das Verfahren die Herstellung einer ausreichenden 
Menge des gewunschten Proteins zura Einsatz bei der medizini- 
schen Behandlung oder in Anwendungen unter Verwendung von 
Zellkulturtechniken, bei denen Wachstumsfaktoren bendtigt 
werden. Die Wirtszelle kann ein Bakterium, wie etwa Bacillus 
Oder E.coli, ein Pilz, wie etwa Hefe, eine Pf lanzenzelle, wie 
etwa Tabak, Kartoffel oder Arabidopsis oder eine tierische 
Zelle, insbesondere eine Wirbeltierzellinie, wie etwa Mo-, 
COS- Oder CHO-Zellinien oder eine Insektenzellinie sein. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
die Bereitstellvmg von pharmazeutischen Zusaramensetzungen, 
die eine pharmazeutisch wirksame Menge eines erf indungsge- 
mtfien TGF-fi-artigen Proteins als Wirkstoff enthalten. Gegebe- 
nenf alls umfaSt eine solche Zusammensetzung einen pharmazeu- 
tisch aktzeptablen Trager-, Hilfs-, VerdCbintings- oder Full- 
stoff . Eine solche pharmazeutische Zusammensetzung kann bei 
der Wundheilung und Gewebewiederherstellung sowie bei der 
Heilung von Knochen-, Knorpel-, Bindegewebs-, Haut-, Schleim- 
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haut-. Epithelial- oder Zahnschadigungen und bei Zahnin5>lan- 
taten entweder alleine oder in Kotnbination mit anderen Wirk- 
stoffen, z.B. anderen Proteinen der TGF-S-Pamilie oder Wachs- 
turns faktoren, wie etwa EGF (epidermal growth factor) oder 
PDGF (platelet derived growth factor) verwendet werden. 
Femer kann eine solche pharmazeutische Zusammensetziing bei 
der KrankheitsprSvention, wie z.B. zur PrSvention von Osteo- 
porose und Arthrose verwendet werden. 

Eine andere m&gliche klinische Anwendiuig des erf indiugsgemS- 
fien TGF-B-artigen Proteins ist die Verwendung als Suppressor 
der Immunreaktion zur Vermeidung der Abstofiimg von Organ- 
transplantaten oder ein Einsatz im Zusamrnenheuig mit der 
Angiogenese. Die erf indungsgem&Se pharmazeutische Zusammen- 
setzung kann auch prophylaktisch oder in der kosmetischen 
Chirurgie vervendet werden. Weiterhin ist die Anwendung der 
Zusammensetziing nicht auf Menschen beschr&nkt, sondem kann 
auch Tiere, insbesondere Haustiere umfassen. 

SchlieSlich ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ein Antik5rper, der spezifisch an die erfindungs- 
gemafien Proteine binden kann, oder ein derartiges Antikdrper- 
fragment (z.B. Fab oder Fab'). Verfahren zur Herstellung 
eines solchen spezif ischen Antikdrpers oder Antik5rperfrag- 
ments geh6ren zum allgemeinen Fachwissen des Durchschnitts- 
fachmanns. Vorzugsweise ist ein solcher Antikdrper ein mono- 
klonaler Antik6rper. Solche Antik6rper oder AntikSrperfrag- 
mente k6nnten sich auch f\ir diagnostische Methoden eignen. 

Weiterhin soil die Erfindung durch das folgende Beispiel 
vercuischaulicht werden. 

P^igpj.g3. 1 
Isolierung von MP- 52 

1.1 Gesamt-KNA wurde aus menschlichem Embryonalgewebe (8 bis 
9 Wochen alt) nach der Methode von Chirgwin et al., 



wo 95/04819 



FCT/EF94/02d30 



- 10 - 

Biochemistry 18 (1979), 5294-5299 isoliert. Poly(A+)-RNA 
wurde aus der Gesamt-RNA durch Oligo (dT) -Chromatogra- 
phie gemas den Vorschriften des Herstellers (Stratagene 
Poly (A) Quick-saulen) abgetrennt. 

1.2 Piir die reverse Trauaskriptionsreaktion wurden 1 bis 2,5 
/xg Poly (A+)-RNA filr 5 Minuten auf 65 "C erhitzt und 
schnell auf Eis abgekiUilt. Das Reaktionsgemisch enthielt 
27 U RNA-Guard (Pharmacia), 2,5 ng Oligo (dT) 12-18. 

(Pharmacia), 5 x Puffer (250 mmol/1 Tris/HCl pH 8,5, 50 
mmol/1 MgCl2, 50 mmol/1 DTT, 5 ramol/1 von jedem dNTP, 
600 mmol/1 KCl) und 20 U AMV reverse Transkriptase 

(Boehringer Mannheim) pro fig Poly (A+) RNA. Das Reak- 
tionsgemisch (25 nD wurde 2 Stunden lang bei 42 «C 
inJcubiert . 

1.3 Die in Fig. 2 gezeigten Deoxynukleotidprimer OD und OID 
wurden auf einem automatischen DNA-Synthesizer (Bio- 
search) hergestellt. Die Reinigung erfolgte durch dena- 
turierende Polyacrylamidgelelektrophorese xind Isolierung 
der Hauptbande aus dem Gel durch Isotachophorese . Die 
Oligonukleotide wurden durch Vergleich der NukleinsSure- 
sequenzen von bekeuanten Mitgliedem der TGF-S-Farailie 
und Auswahl von Regionen mit der hdchsten Konservierung 
entworfen. Ein Vergleich dieser Region ist in Fig. 2 
gezeigt. Zur Erleichterung der Klonierung enthielten 
beide Nukleotide EcoRI-Restriktionsstellen und OD ent- 
hielt zusStzlich eine Ncol-Restriktionsstelle an seinem 
5 ' -Terminus . 

1.4 Bei der PCR-Reaktion wurde 20 ng Poly {A+) RNA entspre- 
chende cDNA aus Ausgangsmaterial verwendet. Die Reaktion 
wurde in einem Volumen von 50 ^tl durchgefOhrt \ind ent- 
hielt 1 X PCR-Puffer (16,6 mmol/1 (NH4)2S04, 67 mmol/1 
Tris/HCl pH 8,8, 2 mmol/1 MgC12, 6,7 fimol/l EDTA, 10 
mmol/1 S-Mercaptoethanol , 170 ixg/wl Rinderserumalbiimin 
(Gibco) , 200 imol/1 von jedem dNTP (Pharmacia), 30 pmol 
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von jedem Oligonukleotid (OD und OID) und 1,5 U Taq- 
Polymerase (AmpliTaq, Perkin Elmer Cetus) . Das Reak- 
tionsgemisch vmrde mit Paraffin fiberschichtet und es 
wurden 40 PCR-Zyklen durchgef iihrt . Die Produkte der 
PCR-Reaktion wurden durch Phenol/Chloroform-Extraktion 
gereinigt uad durch Ethanolprazipitation konzentriert . 

1.5 Das PCR-Reaktionsprodukt wurde mit den Restriktions- 
enzymen SphI (Pharmacia) und AlwNI (Biolabs) entspire- " 
chend den Vorschriften des Herstellers gespalten. 

1.6 Die Produkte der Restriktionsspaltung wurden durch 
Agarosegelelektrophorese f raktioniert . Nach Anfarbung 
mit Ethidiumbromid wurden nicht gespaltene Amplifizie- 
rungsprodukte aus dem Gel herausgeschnitten und durch 
Phenolextraktion ieoliert. Die erhaltene DMA wurde 
anschlieSend zweimal durch Phenol/Chloroform-Extraktion 
gereinigt . 

1.7 Nach einer Ethanolprtzipitation wurde ein Viertel oder 
ein Funftel der isolierten DNA rearaplif iziert, wobei die 
gleichen Bedingungen wie fflr die primSre Araplifikation 
verwendet wurden, axifier dafi die Anzahl der Zyklen auf 13 
verringert wurde. Die Reamplifizierxingsprodukte wurden 
gereinigt, mit den gleichen Enzyraen wie oben geschnitten 
xmd die ungeschnittenen Produkte wurden, wie oben t-Qx 
die Amplifizieriingsprodiikte erlSutert, aus Agarosegelen 
isoliert. Der Reamplif izierungsschritt wurde zweimal 
wiederholt . 

1.8 Nach der letzten Isolierung aus dem Gel wurden die 
Amplifizierungsprodukte durch 4 U EcoRI (Pharmacia) 
imter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen gespal- 
ten. Ein Viertel des Restriktionsgemisches wurde in den 
mit EcoRI gespaltenen Vektor pBluescriptll SK+ (Strata- 
gene) ligiert. Nach Ligierung wurden 24 Klone durch 
Sequenzierung weiter analysiert. Die mit AlwNI \ind SphI 
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gespaltene Probe ergab eine neue Sequenz, die als MP- 52 
bezeichnet wurde. Die anderen Klone enthielten Qber- 
wiegend BMPS-Sequenzen und einer enthielt eine BMP7-Se- 
guenz. 

Der Klon vmrde zum 3'-Ende der cDNA nach der ausfmirlich von 
Frohmann (Amplifications, verdf fentlicht von Perkin-Elmer 
Corp., Issue 5 (1990), pp 11-15) beschriebenen Methode ver- 
vollstSndigt . Die gleiche embryonale mRNA, die zur Isolierung 
des ersten Fragments von MP-52 verwendet worden war, wurde, 
wie oben beschrieben, revers transkribiert . Die Araplifizie- 
rung erfolgte unter Verwendung des Adapterprimers 
(AGAATTCGCATGCCATGGTCX3ACG) und eines inneren Primers 
(CTTGAGTACGAGGCTTTCCACTG) der MP-52-Sequenz. Die Amplifizie- 
rungsprodukte wurden unter Verwendiing eines Clberlappenden 
Adapterprimers (ATTCGCATGCCATGGTCGACGAAG) und eines <iber- 
lappenden intemen Primers (GGAGCCCACG7ATCATGCAGTCA) der 
MP-52-Sequenz reamplif iziert . Die Reamplif izierxingsprodukte 
wurden nach Restriktionsspaltung mit Ncol in einen auf glei- 
che Weise gespaltenen Vektor (pUC 19 (Pharmacia Nr. 27-4951-- 
01) mit einer ge&aderten multiplen Klonierungsstelle, die 
eine singulSre Ncol-Restriktionsstelle enthSlt) kloniert und 
sequenziert. Die Klone wurden durch ihre Sequenziiberlappung 
am 3'-Ende der bekannten MP-52-Sequenz charakterisiert . Einer 
davon wurde als Sonde zum Screening einer humanen genomischen 
Genbank (Stratagene Nr. 946203) nach einer ausfuhrlich bei 
Ausubel et al. (Current Protocols in Molecular Biology, 
verSffentlicht von Greene Publishing Associates \xad 
Wiley- Interscience (1989)) beschriebenen Methode verwendet. 
Aus 8 X 10' X Phagen wurde ein Phage (X2.7.4) isoliert, der 
eine Insertion von etwa 20 kb enthielt, und bei DSM unter der 
Hinterlegungsnummer 7387 hinterlegt. Dieser Klon enthSlt 
neben der aus mRNA durch die beschriebenen 
Amplifizierungsmethoden isolierte Sequenz weitere Sequenz- 
informationen am S'-Ende. 
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Zur Sequenzanalyse wurde ein Hindi 1 1 -Fragment von twa 7,5 kb 
in einen auf gleiche Weise geschnittenen Vektor (Bluescript 
SK, Stratagene Nr. 212206) subkloniert. Dieses als SKL 52 
{H3) MP12 bezeichnete Plasmid wurde ebenfalls bei DSM unter 
der Hinterlegxingsnummer 7353 hinterlegt. Die in SEQ ID NO- 1 
gezeigte Seguenz information stammt von dem Phagen X 2.7,4.. 
Das AT6 an Position 640 ist das erste ATG innerhalb des 
Leserahmens (bei Position 403 tritt ein Stoppkodon auf) . 
Aufgmnd der Seguenzdaten ist zu vermuten, da& es sich hier- 
bei um das Startkodon fUr die Translation handelt. 

Die genomische DNA enthSlt ein Intron von etwa 2 kb zwischen 
den Basenpaaren 1270 und 1271 von SEQ ID NO. 1. Die Sequenz 
des Introns ist nicht gezeigt. Die Richtigkeit der Splice- 
stelle vmrde durch Sequenzierung eines Amplifizierxingspro- 
dukts bestlLtigt, das aus einer diese Region enthaltenden cDNA 
stammt. Diese Seguenzinformationen warden mit Hilfe einer 
leicht mpdif izierten Methode erhalten, die ausfflhrlich bei 
Frohman (Amplifications, ver6f fentlicht von Perkin-Elmer 
Corporation, Issue 5 (1990), pp 11-15) beschrieben ist. Es 
wurde die gleiche embryonale RNA, die auch zur Isolierung des 
3'-Endes von MP- 52 verwendet wurde, unter Einsatz eines 
intemen, in 5'-Richtung orientierten. Primers der MP-52- 
Sequenz (ACAGCAGGTGGGTGGTGTGGACT) revers transkribiert . Ein 
PolyA-Schwanz vnirde an das 5'-Ende des ersten cDNA-Strangs 
\mter Verwendung terminaler Transferase angefugt. Es wurde 
eine 2-Schritt-Amplif izierung durchgef flhrt , zuerst d\xrch 
Verwendxang eines aus Oligo dT und einer Adapter sequenz beste- 
henden Primers (AGAATTCGCATGCCATGGTCGACGAAGC{T16) ) und zwei- 
tens eines Adapterprimers (AQAATTCGCATGCCATGGTCQACG) und 
eines intemen Primers (CCAGCAGCCCATCCTTCTCC) der MP-52- 
Sequenz durchgef uhrt . Die Amplif izierungsprodukte wurden 
unter Verwendung des gleichen Adapterprimers und eines iiber- 
lappenden intemen Primers (TCCAGGGCACTAATGTCAAACACG) der 
MP-52-Sequenz reamplif iziert . AnschlieSend wurden die Ream- 
plif izierimgsprodukte unter Verwendung eines uberlappenden 
Adapterprimers (ATTCGCATGCCATGGTCGACGAAG) und eines fiber- 
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lappenden internen Primers (ACTAATGTCAAACACGTACCTCTG) der 
MP-52-Sequen2 reamplif iziert . Die Reamplif izierungsendpro- 
dvikte wurden mit glatten Enden in einen Vektor (Bluescript 
SK, Stratagene Nr. 212206) kloniert, der mit EcoRV gespalten 
war. Die Klone wurden durch ihre Sequenzflberlappiing mit der 
DNA von ^ 2.7.4. charakterisiert . 

Weiterhin wurde eine cDNA-Bank, hergestellt aus RNA von 
humanen Fibroblasten vmd kloniert inAgtlO, gescreent. Dabei 
wurden 2 x 106 Phagen getestet, wobei als radioaktive Sonde 
ein ca. 1 kb groBes Fragment der genomischen MP-52-DNA (2. 
Exon bis zur Hindlll-Restriktionsstelle im 3 ' -oontranslatier- 
ten Bereich) diente. Es wurden 17 Mischplagues gepickt, die 
mit PGR unter Verwendxing von Primem aus dem 5'- xind 
3 '-Bereich der MP-52-Seguenz ClberprClft wurden. Daraufhin 
wurden 8 Phagenplaques ausgewShlt und vereinzelt. Die cDNA 
wurde iiber eine EcoRI-Partialspaltung aus dem Phagen isoliert 
und in den ebenf alls mit EcoRI gespaltenen Bluescriptvektor 
kloniert . 

Eine Sequenzierxing eines der resultierenden Plasmide 
SK52L15.1MP25, zeigte, dafi der ISngste Phage (15.1) bei 
Nukleotid Nr. 321 von SEQ ID NO. 1 beginnt. Weiterhin wurde 
durch das Sequenzieren die Splicestelle (Nukleotid 1270) 
bestatigt . 

Das Plasmid SKL 52 (H3) MP12 wurde unter der Hinterlegungs- 
nummer 7353 bei DSM (Deutsche Sammlxing von Mikroorganismen 
und Zellkulturen, Mascheroder Weg lb, 38124 Braunschweig) am 
10. Dezember 1992 hinterlegt. 

Der Phage A 2.7.4 wurde unter der Hinterlegungsnummer 7387 
bei DSM am 13. Januar 1993 hinterlegt. 

Der Plasmid SK52L15 .1MP25 wurde xinter der Hinterlegungsnummer 
8421 bei DSM am 16. Juli 1993 hinterlegt. 
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Beispiel 2 
Expression von MPS2 

Pur die Expression von MP52 wurden verschiedene Systeme 
getestet. Die Verwendxing von Vaccinia Viren als Expressions- 
system ist ausfiihrlich und fiir den Pachmann nacharbeitbar in 
den Current Protocols in Molecular Biology {Ausubel et al . , 
Greene Publishing Associates and Wiley- Interscience, Wiley & 
Sons) im folgenden abgekiirzt tnit CP unter Chapter 16 Unit 
16.15-16.18 beschrieben. Das System beruht darauf, dafi Fremd- 
DNA unter Verwendung bestimmter Vektoren durch homologe 
Rekombination in das Vaccinia Virus Genom integriert werden 
kann. Zu diesem Zweck enthSlt der verwendete Vektor das TK 
(Thymidinkinase) -Gen aus dem Vaccinia Genom. Um eine Selek- 
tion auf rekombinsuite Viren zu ermdglichen, enthait der 
Vektor weiterhin das E.coli-Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl- 
Transferase-Gen (gpt) (Palkner et al., J. Virol. 62 (1988), 
1849-1854) . In diesen Vektor wurde die cDNA mit dem gesamten 
codierenden Bereich fur MP52 kloniert. Die cDNA kommt aus dem 
Plasmid SK52L15.1MP25 (DSM, Hinterlegungsnummer 8421), welche 
2ur Entfemung eines grofien Teils des 5'-nicht translatierten 
Bereichs aber zunSchst deletiert und zwischenkloniert wurde. 
Dazu wurde das Plasmid SK52L15.1MP25 mit Sail linearisiert 
und stufenweise das 5'-Ende mit dem ExoIII/Mung Bean Kit 
(Stratagene #200330) nach Herstellerangaben deletiert. Nach 
Restriktion mit BamHI wurden die unterschiedlich weit dele- 
tierten MP52 cDNAs iiber ein Agarosegel von dem Restvektor 
getrennt, isoliert und nach Standardmethoden (Sarabrook et 
al., Molecular Cloning, second edition. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press 1989) in einem mit EcoRV und BamHI restrin- 
gierten pBluescriptll SK- Vektor (Stratagene #212206) zwi- 
schenkloniert (pSK52s) . Samtliche Restriktionen erfolgten 
nach HerstellercUigaben. Anseguenziemng mit Seguenase 
(USB/Amersham #70770) ergab unter anderem eineh Klon, der mit 
Nukleotid 576 in SEQ ID NO.l (64 Basenpaare vom Startcodon 
entfernt) beginnt. Aus diesem wurde ilber Sail und Sad R - 
striktion das cDNA- Insert isoliert vixd in den ebenso gespal- 
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tenen Vektor fiir die Rekombination in Vaccinia kloniert. Das 
resultierende Plasmid (pBPlMP52s) wurde bei der DSM (Hinter- 
legungsnutnmer 9217) am 24. Mai 1994 hinterlegt und fflr die 
Herstellung von rekombinanten Vaccinia Viren eingesetzt. Dazu 
wurden zu 80 % konfluente 143B Zellen (HuTk-, ATCC CRL 8303) 
in 35 mm Kulturschalen mit Vaccinia Wildtyp Virus in 2 ml PBS 
fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur tmter gelegentlichem 
Schfltteln infiziert (1 Virus auf 10 Zellen) . Nach Absaugen 
des Oberstandes \ind Zugabe von 2 ml Kulturmedium (MEM, Gibco 
BRL #041-01095) wurde fiir 2 Stunden bei 37«»C inkubiert. Das 
Medium wurde anschliefiend entfemt und die Transformation 
dieser Zellen mit 100 ng pBPlMP52s, 2 fig TrSger DMA (Kalbs- 
thymus, Boehringer Mannheim #104175) land 10 ftl Lipofektin 
(Gibco BRL #18292-011) in 1 ml MEM fiir 15 h bei 37«C er- 
reicht. Nach Zugabe von 1 ml MEM mit 20 % PCS (Gibco BRL 
#011-06290) wurde fiir weitere 24 Stunden bei 37oc inlcubiert 
xind die lysierten Zellen anschliefiend eingefroren. 

Die gpt Selektion auf die Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl- 
Transferase und Isolation und Amplif izierung einzelner rekom- 
binanter Viren erfolgte im wesentlichen wie in Unit 16.17 der 
CP beschrieben, mit dem Unterschied, daS RK13 -Zellen (ATCC 
CCL 37) verwendet wurden. 

Die Integration der MP52 cDNA in das Virus-Genom wurde durch 
Dot blot und Southern blot Analyse (CP Unit 16.18) bestatigt. 
Ein rekombinantes Virus wurde fiir E3q>ressionsanalysen in der 
Zellinie 143B (HuTk-, ATCC CRL 8303, human) eingesetzt. Die 
konfluenten Zellen wurden mit der der Zellzahl entsprechenden 
Anzahl an Viren fiir 45 Minuten bei 37«»C infiziert und an- 
schlieSend dais entsprechende Kulturmedium (MEM, Gibco BRL 
#041-01095) mit 10 % PCS \md Penicillin/Streptomycin (1:500, 
Gibco BRL #043-05140H) zugefilgt. Nach 6 Stxinden bei 37«»C 
wurde das Medium entfemt, die Zellen zweimal mit z.B. HBSS 
(Gibco BRL #042-04180M) gewaschen imd Produktionsmedium (z.B. 
MEM) ohne PCS zugesetzt. Nach 20 bis 22 Stunden Prodviktion 
wurde der Zellilberstamd gesammelt. Die Analyse der Expression 
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erfolgte durch Western blots nach Standardmethoden (CP Unit 
10.8). Dafur wurden die Proteine aus 100 bis 500 fil Zell- 
kulturGberstand durch Zugabe des fiquivalenten Voluraens an 
Aceton und Inkxibation von mindestens einer Stunde auf Els 
prSzipitiert imd abzentrif ugiert . Nach Resuspension des 
Pellets in Auftragspuf fer (7 M Hamstoff, 1 \ SDS, 7 mM 
Natriumdihydrogenphosphat, 0,01 % Broniphenolblau und gegebe- 
nenfalls 1 % fi-Mercaptoethanol) erfolgte die Auftrennung in 
15 %igen Polyacrylaraidgelen. Als Markerproteine wurde ein 
vorgefSrbter Protein-Molekulargewichtsstandard (Gibco BRL 
#26041-020) eingesetzt. Der Transfer auf PVDF-Metnbran (Immo- 
bilon #IPVH00010) und das Abblocken der Membran erfolgten 
nach Standardmethoden. 

Zur Detektion von MPS 2 auf der Membran waren polyklonale 
Antik5rper gegen MP52 sowohl in Hiihnem als auch in Kaninchen 
erzeugt worden. Dazu wurde der reife Anteil von MP52 mit 6 
Histidinen am N-Terminus in E.coli exprimiert und gereinigt, 
wie 2.B. beschrieben in Hochuli et al. (BIO/Technology, Vol. 
6, 1321-1325 (1988)). Mit beiden Antikdrpem ist es m6glich, 
spezifisch E3q>ression von MP52 nachzuweisen, wobei dimeres 
MP52 weniger effizient erkannt wird als monomeres. FHx den 
Western blot in Figur 3 wurden Huhner-Antikorper verwendet, 
die Hber PEG-Prazipitation (Thalley et al., BIO/Technology 
Vol. 8, 934-938 (1990)) und Qber Membran-gebxindenes Antigen 
(reifes MP52 mit 6 Histidinen) (18.17 in Sambrook et al.. 
Molecular Cloning, second edition. Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press 1989) spezifisch gereinigt waren. Als zweiter 
Antikdrper wurde Anti- Chicken IgG mit gekoppelter alkalischer 
Phosphatase (Sigma A9171) eingesetzt. Die Detektion erfolgte 
mit dem Tropix Western-Light Protein Detection Kit (Serva 
#WL10RC) nach Herstellerangaben. 

Der Western blot in Figxir 3 zeigt, dafi nur bei den rekom- 
binanten Viren, nicht aber bei den Wildtyp Viren (ohne inte- 
grierte Fremd-DNA) MP52 spezifische Banden auftreten. Die 
Expression von MP52 fuhrt zu einem sekretierten Protein mit 
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einem im Gel xinter nicht reduzierenden Bedingungen erschei- 
nenden Molekulargewicht von iingefShr 25 kDa. Unter reduzie- 
renden Bedingungen ISuf t das Protein bei 14 bis 15 kDa im 
Gel. Diese Ergebnisse zeigen, daS MP52 als dimeres reifes 
Protein exprimiert wird. Bei den im Western blot auftretenden 
schwachen Banden im Bereich oberhalb von 60 kDa handelt es 
sich wahrscheinlich urn Reste von imgeschnittenen Voriaufer- 
proteinen. Das Laufverhalten bestatigt zudem die aus SEQ ID 
NO. 2 abzuleitenden theoretischen Molekulargewichte, wonach 
reifes, monomeres MP52 eine Gr6Se von 13.6 kDa besitzt. 

Die Expression von MP52 und Spaltung des VorlSuferproteins 
zum reifen MP52 ist nachweislich in verschiedenen Zellinien 
mdglich. Getestet wurden C127 (ATCC CRL 1616, Maus) , BHK21 
(ATCC CCL 10, Hamster), MRC-5 (ATCC CCL 171, Mensch) und 3T6- 
Swiss albino (ATCC CCL 96, Maus) Zellen. 

Expression und Spaltung zum reifen MP52 wurde auch in einem 
weiteren eukaryontischen Expressionssystem gezeigt. Dafflr 
wurde die cDNA von MP52 (beginnend mit Nukleotid 576) in das 
Expressionsplasmid pSG5 (Stratagene #216201) kloniert. Das 
Plasmid pSK52s wurde mit Clal und Xbal restringiert \ind durch 
T4-Polymerasebehandlung die iiberhangenden Enden des MP52- 
Inserts stumpf gemacht. Die Klonierxing in den mit EcoRI 
restringierten und durch T4-Polymerasebehandlung ebenfalls 
stumpf endigen Vektor pSGS erfolgte nach Standardmethoden • 
Alle enzymatischen Reaktionen erfolgten nach Herstelleranga- 
ben. Die korrekte Orient ierung des MP52- Inserts wurde durch 
Restriktionsanalyse und Anseguenz ierung mit dem T7- Primer 

(Stratagene #300302) abgesichert. Das resultierende Plasmid 
pSG52s (am 17.05.94 bei der DSM mit der Hinterlegungsnummer 
DSM 9204 hinterlegt) kann mit einem Vektor, der filr einen 
selektierbaren Marker kodiert, wie z.B. das Gen ffir G418- 
Resistenz, kotransf ormiert werden, urn stabile Zellinien .zu 
erhalten. Zu diesem Zweck wurde pSG52s mit dem Plasmid p3616 

(am 17.05.94 bei der DSM mit der Hinterlegungsnummer DSM 9203 
hinterlegt) in L929 Zellen (ATCC CCLl, Maus) mit Lipofektin 
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(Gibco BRL #18292-011) nach Herstellerangaben kotrans- 
forraiert. Die Selektion mit G418 erfolgte nach dem Fachmann 
bekannten Methoden (CP, xmit 9.5) \ind f<ihrte zu einer Zell- 
linic/ die im Western blot nachweisbar reifes MP52 produ- 
ziert. 

Ein weiterer Expressionsvektor fur MP52 wurde unter Verwendung des 
Plasmides pABWN (Niwa et aL, Gene 108 (1991), 193-200 und Hgur 4), das von 
Dr. Kfiyazaki zur Verfiigung gestellt vmrde, hergestellt 

Dazu wurde das Hind m Fragment aus dem Plasmid pSK52s, das mit dem 
Nukleotid 576 in SEQ ID NO. 1 beginnt, isoliert und die uberhSngenden Enden 
durch Behandlimg mit Klenow Fragment stumpfendig gemacht. Durch 
Ligation des Adapters wurde an beiden Fragmentenden eine Not I 
Restriktionsschnittstelle eingefuhrt 
Adapter AGCGGCCGCT 
TCGCCGGCGA 

Der Vektor pABWN wurde mit Xho I restringiert, ebenfalls mit dem Klenow 
Fragment behandelt und mit der intestiiuden Alkalischen Phosphatase vom 
Kalb (Boehringer Mannheim) dephosphoryliert Derselbe phosphorylierte 
Adapter wurde anligiert, so dafi nun cine Insertion des MP52-Fragmentes nach 
Restriktion mit Not I in die generierte Not I Schnittstelle des Vektors mSglich 
war. Der resultierende Expressionsvektor wird nachfolgend als Hind m- 
MP52/pABWN bezeichnet. Alle durchgefilhrten Reaktionen fur die 
Klonierung erfblgten nach Standardmethoden (z.B. CP unit 3.16). 
Die Struktur des Hind III-MP52/pABWN Expressionsvektors wurde durch 
Sequenzienmg imd Restriktionskartierung bestatigt ffind in-MP52/pABWN 
enthSlt die MP52-Sequenz beginnend mit Nukleotid 576 und endend mit 
Nukleotid 227 Bin SEQ ID NO. 1. 

HindIII-MP52/pABMN wurde in L-Zellen (Maus-Fibroblasten) trans- 
fiziert, und es wurden daraus stabile Trans formant en etabliert. 
Dazu wurden jeweils 4 jig der Plasmide (Hind in-MP52/pABWN oder 
pABWN) in 5 X 105 L-Zellen auf einer 6 an Kulturschale unter Verwendimg 
von 20 111 lipofertAMINE Reagenz (Gibco BRL #18324-012) transfiziert Dazu 
wurde LSsimg A (4 ^ig der jeweiligen Plasmid DNA in 200 ^1 OPTI-MEM I 
(Gibco BRL # 31985)) vorsichtig gemischt mit Lostmg B (20 LipofectAl^GNE 
Reagenz in 200 \j1 OPTI-MEM I) imd bei Rauirtemperatur fur 45 Minuten zur 
Bildung des DNA-Liposomen Komplexes inkuoiert Wahrend dessen wurden 
die Zellen eirunal mit 2 ml OPTI-MEM I gewaschen. Fur jede Transfektion 
wurden 1,6 ml OPTI-MEM I zu dem Gefafi mit dem DNA-Liposomen 
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Komplex gegeben. Die Ldsung wurde vorsichtig gemischt und damit die 
gewaschenen Zellen uberschichtet. Die Zellen wurden mit dem verdunnten 
Komplex fiir 5 Stunden bei SZ'C im CO2 Inkubator inkubiert Nach der 
InJcubation wurden 2 ml DMEM (Gibco BRL, Dulbecco's Modifiziertes Eagle 
Medium) / 20% FCS zugegebea 24 Stunden nach der Transfektion wurde das 
Medium mit frischem DMEM/10% FCS ersetzt 48 Stunden nach Beginn der 
Transfektion wurden die Zellen in eine 10 cm Kulturschale aberfflhrt. 72 

Sttmden nach Beginn der Transfektion wurde die G418 Selektioh mit einer 
Konzentration von 800 |ig/ml begonnen. Die stabilen IQone erschienen nach 1 
bis 2 Wochen. 

5 ml konditioniertes DMEM mit oder ohne FCS wurde von konfluenten 
Transformanten erhalten, die 3 Tage in einer 10 cm Kulturschale gewachsen 
waren. Die 2 verschiedenen ZellkulturuberstSnde (HindIII-MP52/pABWN 
und pABWN) transfizierter Zellen sowie Zellysate wurden im Western blot 
untersucht Dabei wurde reifes MF52 in konditioniertem Medium sowie in 
Zellysaten von H3ndin-MP52/pABWN transfizierten Zellen gefunden. Die 
Klone wurden weiterkloniert imd MP52 produzierende Zellen Jewells nach 
Western blot Analyse ausgewShlt. AbschStzimgen am Western blot Analysen 
ergaben MP52 Produkdon von bis zu 1 mg/L 



Biolonsrhft AktivitSt vnn MP.«>9 



Um die biologische Aktivitat von MP52 nachzuweisen imd die Nutzlichkeit 
dieser Erfindung fOr medizinische Anwendungen zur Venneidung und/oder 
Behandlung von Knochenkrankheiten zu belegen, wurden mehrere 
Experimente in vitro und in vivo durchgefuhrt 



1. In vitro assays 
1:1 

Da eine Steigerung der Glykosaminoglykan (GAG) Synthese in Chondrozyten 
nach TGF-p Stimxilation beschrieben ist (Hiraki et al., Biochimica et Biophysica 
Acta 969 (1988), 91-99), wurde untersucht, ob MP52 ebenfalls diesen Einflufi 
ausiibt Unter Verwendung der ZellkulturuberstSnde (DMEM mit 10% FCS) 
von MF52 produzierenden L-Zelltransformanten (transfiziert mit Hind HI- 
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MP52/pABWN), wurde die chondrogene Aktivitat von MP52 in 
Primarkiilturen aus fdtalen Rattenextremititen getestet 

Dazu wurden die vier ExtremitSten von 16-Tage alten Rattenfdten verwendet. 
Nach Trypsinierung wiirden die gewonnenen Zellen in F-12 Medium 
(Nutrient Mixture Ham's F-12, Qbco BRL <ttl700) mit 10% FCS auf Kollagen- 
Typ I beschichteten 24-Well Flatten mit 3x10^ Zellen ausplattiert und ca. 2 Tage 
bis zur Konfluenz kultiviert Zu 500 pi Kultuxmedium (F-12 Medium mit 10% 
FCS) wurden jeweils 56 ^1 konditioniertes Medium (KM) von Hindlll- 
MP52/pA6WN-L-Zelltransfektanten^ von pA6WN-L-Zelltransfektanten oder 
' nur Medium (DMEM mit 10% FCS) gegeben. Ober einen Zeitraum von 0/ 3, 6 
und 9 Tagen wurde F-12 Medium mit 10% FCS sowie den entsprechenden 
ZusStzen verwendet. Alle drei Tage erfolgte ein Wechsel des Mediums mit 
den entsprechenden Zusatzen. Danach wurde die Kultur fur weitere 2 Tage in 
F-12 Medium ohne FCS in Anwesenheit der entsprechenden ZusStze 
(konditionierte Medien bzw. Kontrollmedium) kultiviert und dann 3^S-Sulfat 
fur 6 Stunden zugesetzt In Polysaccharide inkorporiertes 3^S wurde^ nach 
Pronase E Verdau und PrSzipitation wie in Hiraki et al. (Biochimica et 
Biophysica Acta 969 (1988), 91-99) beschrieben, gemessen. 

Tabelle 1: 



RadioaktivitSt (cpm/well) 



Anzahl der 
Inkubationstage 


DMEM (10%FCS) 
von Kontroll-L- 
Zellen 


KM von pABWN- 

L-Zelltransfektan- 

ten 


KM von Hindm- 

MP52/pABWN-L- 

Zelltransfektanten 


2 


3720±114 


3865±120 


4879±422 


5 


4188±135 


4154±29 


8223±275* 


8 


3546±160 


33101:115 


9890±1260* 


11 


3679±218 


3633±167 


7520±160* 



Werte bezidien sidi auf ± S£M. fur 3 oder 4 Kulturansitze 

*: p<0,01 vs DMEM und KM von pABWN-L-Zelltransfektanten (Scheffe's multiple t-test) 



Wie in Tabelle 1 gezeigt, stimulieren die Zellkulturuberstande der MP52 
produzierenden Transfektanten signifikant die GAG Synthese im Vergleich zu 
reinem Kulturmedium PMEM mit lOy FCS) oder dem Zellkulturiiberstand 
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von pABWN-transfizierten L-Zellen. Dies zeigt^ dafi MP52 die 
Chondrozytendifferenziening stimiilieien kann. 



1.2 

Ein beschriebener EHekt fur einige Mitglieder der BMP-Familie ist die 
Steigerung der alkalische Phosphatase (ALP)-AktivitSt in Osteoblasten. Die 
klonale Ratten-Zellinie R06-C26 (C-26) zShlt zu den Osteoblasten eines relativ 
fruhen Reifestadiums (Yamaguchi et al, Caldf. Tissue Int. 49 (1991), 221-225).— 
FfiT osteoinduktive Proteine wie z.B. das BMP-2 ist die Fahigkeit zur 
Steigerung der ALP-Aktivit§t bei Yamaguchi et aL (J. CeU Biol. 113 (1991), 681- 
687) beschrieben. 

Der Eiitflufi von MP52 auf C26-Zellen wiirde wie folgt untersudit Die C26- 
Zellen wurden mit 3x10* Zellen pro Well in eine 24-Well Platte ausgesEt und 
in a-MEM (Gibco BRL) / 10% FCS bis zur Konfluenz kultiviert. Pro Well 
wurden 56 ^1 des Zellkulturiiberstandes von MP52 produzierenden L- 
Zelltransfektanten (Hind ni-MP52/pABWN) bzw. Zellkxilturiiberstand von 
pABWN-L-Zelltransfektanten oder nur Zellkulturuberstand (Dl^lEM mit 10% 
FCS) von L-2ellen zu 500 fil des C-26 Zellkulturmediums gegebcn. Ein 
Mediumwechsel mit den entsprechenden ZusStzen erfolgte alle drei Tage. Die 
ALP-Aktivitat in den Zellextrakten wurde nach 0, 3, 6, 9 und 12 Tagen mit 
Hilfe von Standardtechniken basierend auf p-Nitrophenyl-Phosphat als 
Substrat, wie z.B. beschrieben bei Takinva et al. (Am. J. PhysioL 257 (1989), E797- 
E803), bestimmt. 



TabeUe 2: 

ALP-Aktivitat (nmol/min) pro WeU 



Anzahl der 
Inkiibationstage 


DMEM (10%FCS) 
von Kontroll-L- 
Zellen 


KM von pABWN- 

L-Zelltransfektan- 

ten 


KM von Hindm- 

MP52/pABWN-L- 

Zelltransfektanten 


0 


41,812,8 


413±2,8 


41,8±2,8 


3 


136,3±3,7 


125,8±2,3 


181,3±14,2* 


6 


129,Q±7,8 


119,3±6,4 


258,0±8,3* 


9 


118,4+3,7 


110,1±2,8 


258,4±10,6* 


12 


121,2±3,2 


125,3±6,0 


237,8±11,0* 



Werte beziehen sich auf ± S.D. fur 4 Kulturans&tze 
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*: p<0,01 vs DMEM und KM von pABWN-L-ZeUtiansfektanten (SAeHe's multiple t-test) 

Wie in TabeUe 2 gezeigt wird, steigt die ALP-Aktivitat durch die MP52 Zugabe 
signifikant im Vergleich zu reinem DMEM/10%FCS Medium und Medium 
von pABWN-infizierten L-25ellen an. Dieses Ergebnis zeigt, daiS MP52 nicht 
nur die Chondrozyten Differenzierimg, sondem auch Osteoblasten 
Differenzierung und Rdfung bewirken kann. 

Eine weitere Osteoblastenzellinie (MC3T3-E1, Maus), die wie bei Takuwa et al. 
(Biochem. Biophys. Res. Com. 174 (1991), 96-101 ) beschrieben durch BMP-2 
Behahdlung einen Anstieg der ALP-Aktivitat zeigt, gibt nach Inkubation mit 
konditioniertem Medium von MP52 produzierenden L-Zelltransfektanten 
(Hind m-MP52/pABWN) oder Medium nach MP52 Produktion durch 
Infektion mit rekombinanten Vaccinia Viren keine Veranderung der ALP- 
AktivitSt Dies weist darauf hin, dafi MP52 z.T. eine von BMP-2 abweichende 
Zellspezifitat besitzt Unterschiedliche Funktionen bedingt durch verschiedene 
Zielorte fiir die einzelnen TGF-p Familieiunitglieder kSnnen von grofier 
medizinischer Relevanz sein. 



2. In vivo Experimente 
2.1 

Die aussagekrSftigste Mdglichkeit Knochenentwicklung zu untersuchen, 
basiert auf der ektopischen Knochenbildtmg m vivo. Diese kaim z.B. durch 
Implantation von entmineralisierter Knochexunatrix induziert werden (Urist, 
Science 150 (1965), 893-899). Durch Kombination von inaktiver Matrix mit 
knocheninduzierenden Proteinen kann der gleiche Prozess induziert werden, 
wie es z.B. beschrieben ist bei Sampath et al. (PNAS^8 (1981), 7599-7603). Dieser 
Knochenbildungsprozefi gleicht dem der embryonalen enchondralen 
Knochenbildung tmd der adulten Knochenheilung. Somit bietet diese 
Methode die Moglichkeit, Proteine auf ihre Fahigkeit zur Knocheninduktion 
in vivo zu untersuchen. * Proc.Natl.Acad.Sci. USA 

Fiir ein solches Experiment wurde MP52 Protein, welches dutch Expression im 
Vaccinia System (siehe Beispiel 2) gewonnen wurde, teilgereinigt und 
implantiert. 

Dazu wurden 143B Zellen (HuTk-, ATCC CRL 8303) in Kulturschalen xmd 
Rollerflaschen bis zur Konfluenz angezogen und, wie in Beispiel 2 fur 
Expressionsanalysen beschrieben, mit rekombinanten Viren infiziert, 
gewaschen und fiir imgefShr 20 Stunden MP52 in MEM (Gibco BRL, ca. 1 ml 
pro 10^ Zellen) akkumulieren gelassen. Als Kontrolie erfolgte der gleiche 
Ansatz durch Infektion mit Wildtyp Viren. Zellkulturiiberstand 
(konditioniertes Medium) von jedem Ansatz wurde gesammelt und 
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zentrifugiert (40000 x g fiir 30 Minuten bei 4«C). Zur Entfemung der Viren 
wurden die OberstSnde fiber anorganische Filter (0.1 nm Porengrdfie, 
Whatman, Anotop 25) filtriert. Im Verlauf der Charakterisierung von MP52 
konnte gezeigt werden, dafi dieses Protein an Heparin Sepharose bindet. Dieses 
Verhalten wurde fur eine Teilreinigung ausgenutzt. Dazu wurde das filtrierte 
und zentrifugierte, konditionierte Medixim auf eine Endkonzentration von 50 
mM Tris pH 7.0, 100 mM NaCl und 6 M Hamstoff gebraclit und auf eine 
Heparin SSule (HiTrapTM, Pharmacia #17-0407-01), die SquiHbriert war in 
Puffer A (50 mM Tris pH 7.0, 100 mM NaQ und 6 M Hamstoff), geladen. Die 
beladene Saule wurde mit Puffer A gewaschen und mit einem linearen 
Gradienten nach 100 % Puffer B (50 mM Tris pH 7.0, 600 mM NaCl und 6 M 
Harnstoff) bei einer Durchflufirate von 0.5 ml/min innerhalb von 50 min 
eluiert (2,5 ml pro Fraktion). Die Verwendung von Hamstoff ist nicht 
zwingend. Uber Western blot Analyse (siehe Beispiel 2) konnte flberprOft 
werdcn, dafi MP52 reproduzierbar hauptsSchlich in 2 Fraktionen bei ungefShr 
250 bis 400 mMNaCl eluiert. Aliquots dieser Fraktionen wurden ebenfalls in 
nach Herstellerangaben mit Silber gefSrbten 15%igen Polyacrylamidgelen 
(Silver Stain-n, Daiichi #SE140000) uberpruft und die Fraktionen gepoolt. Die 
vergleichbaren Fraktionen nach Reinigung von konditioniertem Mediimi 
nach Infektion mit Wildtyp-Viren wurden nach Analyse in mit Silber 
gefSrbten Gelen ebenfalls gepoolt 

Aus weiteren Untersuchxmgen zu MP52 ergab sich, dafi MP52 auch an 
Hydroxyapatit bindet. Deshalb ist es prinzipiell mSgUch, eine zusStzUche 
Reinigung durch eine Hydroxyapatitsaule zu erreichen, bzw. eine 
Heparinsaule durch eine HydroxyapatitsSule (z.B.: BIORAD, Econo-pac HTP) 
zu ersetzen. Denkbar sind fur weitere Aufreinigxmgen auch andere dem 
Fachmann bekannte Methoden wie z.B. GelsiebsSulen, 
lonenaustauschersaulen, Affinitatssaulen, Metallchelatsaulen oder Saulen 
basierend auf hydrophobe Wechselwirkimgeiu 

Das fiber Heparin Sepharose Chromatographie vorgereinigte MP52 Protein 
bzw. die entsprechend noch kontaminierenden Proteine, die sich auch in den 
Wildtyp infizierten Zellkulturfiberstanden befinden, wurden weiter mit HUfe 
einer Reversed Phase HPLC aufgereinigt. Dazu wurde eine C8-SSule 
(Aquapore RP300, Applied Biosystems, PartikelgrSfie: 7|mi, Porengrofie: SOOA) 
equiUbriert mit 10% Puffer B (Puffer A: 0,1% TrifluoressigsSure; Puffer B: 90% 
Acetonitril, 0,1% Trifluoressigsaure). Nach Beladung der SSule mit den 
gepoolten, MP52 enthaltenden Fraktionen der Heparinsaule wxirde ausgiebig 
mit 10% Puffer B gewaschen. Das gebimdene Protein wurde mit folgendem 
Gradienten eluiert 10 bis 50% Puffer B fiber 20 Minuten und 50 bis 100% Puffer 
B fiber 50 Minutea Fraktionen zu 500 ^1 wurden gesammelt und sowohl im 
Western blot als auch in mit Silber gefarbten Gelen analysiert. Das MP52 
Protein eluiert unter den gewShlten Bedingungen ungefahr im Bereich von 
55 bis 65 % Acetonitril. Die Fraktionen mit MP52 wurden gepoolt Das gleiche 
erfolgte mit den korrespondierenden Fraktionen aus der Kontrollreinigung 
von Zellkulturuberstand der mit Wildtyp-Viren infizierten Zelleiu 
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Auch teilgereinigtes MP52 -Protein zeigte in einer nach 
Western blot Analyse abgeschttzten Konzentration von 50 ng/ml 
eine deutliche Steigerxmg der ALP^AktivitSt auf ROB-C26- 
Zellen nach drei Inkubationstagen. 

TeUgereinigtes MP52-Protein bzw. KontroUprotein aus den cntsprechend 
teilgereinigten ZellkulturuberstSnden nach Wildtyp-Viren-Infektion wurden 
mit Matrix rekonstituiert und in Ratten implantiert, um die Fahigkeit ztir 
Knorpel- und Knochenbildiing unter Beweis zu stellen. 

PrinzipieU soUten verschiedene dem Fachmann bekannte MatrixmateriaUen 
verwendbar sein, d.h. natiirUche (auch modifizierte) und synthetisch 
hMgesteUte Matrices, bevorzugt sind aber biokompatiTsle, in vioo biologisch 
abbaubare porose MateriaUen. In diesen Experimenten wurde Knochenmatrix 
von Ratten verwendet, die im wesentUchen ShnHch wie bei Sampath et al. 
^NAS 80 (1983), 6591-6595) beschrieben prapariert wurde. Die Rattenknochen 
(Femur und Tibia) wurden in 0,6 M HCL fOr 24 Stunden entmineralisiert und 
anschliefiend noch vorhandenes Knochenmark entfemt. Nach Waschen mit 
Wasser und dreistiindigem Entfetten in einem Chloroform/Methanol (1/1) 
Gemisch wurden die Knochen luftgetrocknet, tiefgefroren in einer Muhle 
pulverisiert und Partikelgrdfien zwischen 400 bis 1000 jim herausgesiebt. 
Anschliefiend wurde die Matrix fur 7 Tage bei Raumtemperatur in 4 M 
C3uamdimum-HCl in Gegenwart von Proteaseinhibitoren extrahiert. Nach 
extensivem Waschen mit Wasser wurde die Matrbc lyophiUsiert und bei 4*'C 
aufbewahrt So behandelte Matrices zeigen aUeine keine knocheninduzierende 
Aktivitat mehr. 

Protein kann fiber verschiedene dem Fachmann bekannte Methoden mit der 
extrahierten Knochenmatrix kombiniert werden. 

MP52-Protein bzw. KontroUprotein, das sowohl fiber Heparin Sepharose als 
auch Reversed Phase HPLC gereinigt war, wurde in der 
Acetomtril/Trifluoressigsaure Losung nach Elution mit je 25 mg Matrix pro 
taiplantat vereinigt, gut gemischt, tiefgefroren und lyophiUsiert 
Fur die Implantation von matrbcgebundenem MP52 wurden zwei ca. 3 Monate 
alte Ratten (Whistar) verwendet, die durch intramuskulSre Injektion eines 
Narkotisierungsmittels (0,2 ml Rompun (Bayer) gemischt mit 0,5 ml Ketanest 
50 (Parke Davis) ) mit 0,14 ml pro 100 g ^rpergewicht betSubt worden waren. 
Fur die Implantate wurden bUateral Taschen in der Bauchmuskulatur 
(unterhalb des Thorax, beginnend ca. 0,5 cm unterhalb des untersten 
Kypenbogens) prapariert. Das matrixgebundene MP52 (ca. 2 bis 4 jig nach 
Abschateung auf Western blots) sowie die entsprechend matrbcgebundenen 
Kontrollproteine wurden mit 0,9 %iger Kochsalzlosung (Delta Pharma) 
angefeuchtet und in die Muskeltaschen uberfuhrt. Die Muskeltaschen sowie 
die notwendigen Hautschnitte wurden anschUefiend vemaht. Die Ratten 
wurden mit Cyclosporin A (Sandimmun) immunsupprimiert. 
Nach 18 bzw. nach 26 Tagen wurden die Implantate aus den Ratten 
entnommen und fur histologische Untersuchungen fixiert. Da das Implantat 
mit MP52 nach 26 Tagen bereits makroskopisch die Bildung von Knochen 
vermuten Uefi, wurde di ses zur Anfertigung von Dfinnschnitten in 
Methylmethacrylat eingebettet, die anderen Implantate wurden in Paraffin 
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eingebettet. Mineralisierte Knorpel- und Knochengewebe werden durch die 
von Kossa Ffiibetechnik (Romeis, B.; Mikroskopische Technik, Ed: B6ck, P.; 
Urban und Schwarzenberg; Miinchen, Baltimore, Wien (1989)) schwarz 
hervorgehoben. Bei der Trichromfarbung nach "Masson-Goldner (Romeis, B.; 
Mikroskopische Technik, Ed: B6ck, P.; Urban iind Schwarzenberg; Miinchen, 
Baltimore, Wien (1989)) wird mineralisiertes Knochengewebe und KoUagen 
leuchtend griin gefSrbt, Osteoid ist rot imd Z3rtoplasma rdtlich-braun. Beide 
Farbetechniken wurden auf die Impiantate aus beiden Ratten angewendet Mit 
beiden FSrbetechniken konnte in beiden Versuchstieren deutliche Knorpel- 
und Knochenbildxmg in den Implantaten, die MP52 enthalten, nadigewiesen 
werden. Die korrespondierenden Impiantate mit Kontrollprotein- zeigten 
keinerlei Knorpel- oder Knochenbildung. Der Anteil an Knorpelvorstufen mit 
Chondrozyten und Knorpelarealen mit beginnender Bildung von 
Extrazellularmatrix und deren Mineralisierung in konzentrischen Kreisen ist 
in dem MP52 Implantat lutch 18 Tagen h5her als in dem von 26 Tagen. Aber 
auch in dem Implantat nach 18 Tagen sind bereits reifes Knochengewebe mit 
vektorieller Osteoidbildung sowie einzelne Osteocyten im Knochen 
nachweisbar. Weiterhin sind geschlossene Ossikel mit beginnender 
Knochenmarksbildtmg erkennbar. Bei dem Implantat nach 26 Tagen sind auch 
noch Knorpelareale mit beginnender Matrixbildimg und Kalzifizierimg 
nachweisbar, der Anteil an dem griin gefSrbten mineralisierten 
Knochengewebe mit Osteocyten xmd Osteoidsaumen hat jedoch deutlich 
zugenommen. Auch in diesem Implantat ist Knochenmarksbildung mit 
vereinzelten Fettzellvorkommen nachweisbar. Zur Veranschaulichung zeigt 
Figur 5 den fSrberischen Nachweis (von Kossa) des Knochenmaterials vom 
Gesamtimplantat nach 26 Tagen. In Figur 6 ist ein kleiner Ausschnitt 
desselben Implantates nach Masson-Goldner FSrbung gezeigt. Es zeigt aktiven 
Knochen mit einem Saum aus kubiodalen C^teoblasten imd Osteoid in dem 
einzelne eingemauerte Osteoblasten erkennbar sind. Des weiteren sind 
eiruselne Osteocyten im mineralisierten Knochengewebe (im Originalpraparat 
grun angefarbt) sichtbar. Die Knochenmarkbildung ist ebenfaUs nachweisbar. 

Der Versuch zeigt, dafi rekombinant erzeugtes MP52 alleine, in Kombination 
mit einer Matrix, in der Lage ist enchondrale Knochenbildung zu induzierea 

2.2 

Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde ein weitercr ektopischer 
Knochenbildungstest unter Verwendung der MP52 L-Zelltransformanten 
durchgefuhrt. MP52 produzierende (Hind in-MP52/pABWN transfizierte) imd 
nicht-produzierende (pABWN bransfizierte) L-Zellen (1 x 10^ Zellen) wurden 
in die beidseitige Schenkelmuskulatur von je drei maruUichen Nacktmiusen 
injiziert. Nach drei Wochen wurden alle Tiere getotet, die 
Schenkelmuskulatur abgetreimt und diese sowohl mit zuedrigenergetischer 
Rdntgenstrahlung als auch histopathologisch untersucht. 
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Wie in Tabelle 3 aufgelistet, zdgt die Rontgenstrahlanalyse dichtes Material an 
den Injektionsstellen im Muskdgewebe aller MP52-prodi2zierenden L*ZeUen. 
Mit histologischen Untersuchungen konnte eiirfache Knorpelbildung xuxd 
kalzifizierte Knorpelbildung in den Mtiskeln festgestellt werden. Auch diese 
Ergebnisse bestfitigen^ daiS MF52 enchondodrale Knochenbildung indiizieren 
kann. 



Tabelle 3: 

MP52 produzierende KontroUzellen 

ZeUen , (pABWN) 
(Hindm'MP52/pABWN) 

dichtes Material bei 3/3 0/3 
R6ntgenanalyse 

Chondrocyten bei 3/3 0/3 
Histologie 

Kalzifizierende 3/3 0/3 

Knorpelbildung bei 

Histologie 



Die durchgefuhrten Experimente bestatigen, dafi MP52 Protein die Bildung 
von Knorpel aus imdifferenzierten Mesenchymzellen, sowie die 
Differenzierung und Reifung von Osteoblasten stimuliert Dies fuhrt zu einer 
enchondralen Knochenbildung, die der Induktionskaskade bei der 
embryonalen Knochenbildung und der Knochenheilung bei Frakturen gleicht. 

Die in den Versuchen aufgefuhrten Bedingungen sind als Illustration der 
MP52 AktivitSt und nicht als Begrenzung zu betrachten. Die Erfindung kann 
auch in anderer Form untersucht und charakterisiert werden. 



Pttr die in der Anmeldimg geneuMiten Zellinien und Plasmide 

sind als Anlage die Hinterlegungsbescheinigungen beigefiigt, aus 

denen die Hinterlegxingsangaben ersichtlich sind. 
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Thiimcrocr5aai«aid«ftiifWuiui«Ift^ D«po«Uiy Autiwtty •» 

(dat. of orifiaal deposit) aad o nquMt to tomroit tbc ecifUkal d«poi!t to o dcpodt mitt th« Bod«p«gt T*«»ty vu 

rftc«tv«d by it oa (d»u of neaipt ol raquot for eoavcnioa)« 


V. DCTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Nam*: DSM-DfiUTSCHE SAMMLUNG VON 

MOCROORGANISMEK UND ZEUXOLTVKSS GmbH 

AdrtM: MMchtrodar W«( I B 
D-S900 Bnttaaebv^c 


6i|Batun(«) of p«aoa(8) bavs&c powar 

to ffoprmai tha laniairtoaal Dapeaisary Authority 

or of aathorizad oflidal(a); 

I>>m: 1993-01-15 



Whtra Attlt e.4(d) appliaa, tttch data is tha dau oa which tha atatut of iatarnatioaal dapocitaiy aathority waa acquood. 
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fitDAPEST TREATY OK TEC IKTSRKATIOKAL 
EECOCNXTtOH or TEE DEPOSIT Or MICROOILC AKISKIS 
rOKTBE FUKPOSia Or PATENT |fKUCISUuk£ 



2NTERKA730RAL PORK 



Bicpharm GmbH 
CEernyring 22 
D-€9115 Heidelberg 


RECEIPT IN TBS CASE OP AK ORICIKAt DEPOSIT 
iMoed puMuaa* to Rule ra by ibo 
INTSRKATIONAL DEPOSITARY AUTBORXTY 
idoatified at Ibo bottom of thi» llftffo 


L XDSNTXriCXTlON OP THE MICROOIlGAKtSM 


Idtniifiefttion rtfarcau fiv«A by Che OSPOSXTOR 


AcceaeiOB aumbor fivea by the 
OOTRNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 


SK52L1S.1MP25 


DSK 8421 


n. SCXENTXPICDESCRIPTXOKAllO/OlLTAXONOiaC DESIGNATION 


Tlw wimortmvm identified under L »beve ww accompanied by: 




( X ) ft eciencific deecriprion 

{ } ft pf«p«fted tftTononac desigBftdcn 




(Mark with ft eroea vbere ftppikftble) 




in. RECEIPT AKD ACCEPTANCE 


Tbii lAMRifttioiuI DcpAiiunr Authority ftccepti thu BtcToern^otun i 
on 1993-07-16 (DMeoforicinaJdepodt}^ 


idrntirwd under L abcrve, which VM rtceWed by It 


IV. RECEIPT OF REQUEST POR CONVERSION 


The microorf ftoijin idcatifled ttndcr I Above vfta rotoiYed bjr thii latcnationftl Depositary Authorily on 

(date of oripn&l depoait) ftnd ft request to coovcit the erifinftl depotlt to a depoeit under the Budopett Treftty wa« 

r«cetved by It on (date of reeeipi of request for convuaioa). 


V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSM-DEUTSCHE SAMMX.UNC VON 

KOKROORCANISMEN UND ZEOXULTUREN GmbH 


Sifaftture(ft) of penon(e) hoviap the power 

to repreeeat the latenifttionftl Depeeicary Authority 

or of authofiaed olfiGisl(e): 


AdrtJi: Maecheroder W«c 1 B 
D*3I1S4 Sraunsehwetff 


D.U: 1993-07-21 



Where Rule <.4{d) appiiet, euch date ia the daU on which the statue of mtematioaal depeeitary authority vaa acquired. 
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TRTXTV OK THE IKTERNATIONAL 

McocNTrxoK or tke peposit or microorcanxsms 

r OR THE PURPOSES OP PATENT PROCEDURE 



XNTERNATZDNAZr PORM 



Biophazn G&tbB 




Postfach 10 14 15 
69004 Heidelberg 


RECEIPT XK THE CASS OP Alf ORXGXKAI DEPOSIT 
kmod ymoottt to RoU 7.1 by 

IKTSRNATIOKAL DSPOSZXABY AUTHORITY 
UttitilUd IS tb« bonoa «f M pafo 


I. iDEimrxcATxoN or the mxcroorcakxsm 


Idcattfication Ytfmnet givta by tht DEPOSITOP^ 
P3616 


Acctwion mnnbtr givtn by th* 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

OSU 9203 


2L SOEKTIPIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXOKOMIC DESICNAnON 


Tht microorvaaUa idtntiStd iind«s X. wm ftceompuM bfs 




( } a jwopos«d taxMeaie detifnatioii 




[Uuk with A eion whtrt tppHcabla). 




Zn. RECEIPT A24D ACCEPTANCE 


Tbk Inumatlonftl DtpotitBry Authoritr Ampti th* microer^aaum ld«atm«d uate 1, ab#v*, vbleh wa» rmivMl ^ 
Ifcon 1994-05-17 PaUofthtftiicixialdtpodt)^. 


IV. RECEIPT OF REQUEST POR COJTVXRSION 


Tbt nietoerfMiitm Idcnttfltd uncUr I abovt wu rwtivtd by thli laUnutional DtpotiUfr Autberitr oa 

(dut oT erifiaal 4«poiit) t»d a rtqutn to eenvtn tht oricaal dtpotit to » dtpoiit uadcr the Budnpttt T^cy wm 

necivtd by tt OS (d«t« of neoxpe of rv^snt for eoavtnien). 


V. INTERNATIONAI DEPOSITARY AXnHORJTY 


Nunc: DSM-DEUTSCBE SAMMLUKG VOK 

MIXROORGAKISMEN UND ZELUCULTUREN* GmbH 

Addrui! Muebnodtf Wtf lb 
D-SS184 BrMa»ehw«if 


5t2&ftt«rt(t} of p«»oa(ff} b»viar tb« power 

to ytpmiat thi IaMiB»tio&al Dtpositary Authority 

or of Mthofistd «tndii(t): 

Duu 1994-05-19 



^ Whert Rult %A (d) »ppU*». such datt ia th« datt ea which eh* mtus of iat«niatioaa] dtpositary authority was aequittd. 
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BUDAPCrr TREXTY OK TBX IKTXSNATXONAt 
RBCOCNmON OP TEE DEPOSIT OF MIOtOOlLGAKXSiilS 
roa TRE PURPOSES OF PATENT P&OCEDtmE 



IKTEKKATXOKAI. FORM 



Blopharm GmbH 




Postfach 10 14 25 
69004 Heidelberg 


BECEIFT IN TSE CASE or AH ORIGINAL DEPOSIT 
Israod yontnai to Rttit r J by the 
XNTERNATXONA& DSPOSfXASY AVTSORXTY 
WmtfM OS tho bottom oTlUi pace 


I nDENTinCATION OF THE MXCROORCAMSM 


Utntifintiea nitmot givM bjr Ibc DEPOStTOR: 

PBP1KP52S 


Accttrion numbcriivta by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTSORXTY: 

DSH 9217 


XL SCXEKTXnC DESCRIPTXOK AND/OR PROPOSED TAXOKOMXC DESXGKATION 


Tbe microorganism idtntifitd mdir I. ftbenra wu aoeompoBitd by: 




(X ] ft sdtntifie doeiiptioa 

( ) ^ pt0pt^*d cftacenomie dttiptasioa 




(Muk with ft cfou whtrt ftppUeftblt). 




m. RSCEXPT AND ACCEPTAXCE 


ThSi Inttfttftttofti D«poiStftnr Aatberity ftcetpu Iht aaicroorrftmsm Identified mUr h ftboro, which wfti rMriv«d hf 
Uoa 1994*05-24 Pate 0( tbt eriffiaftl dtpotlt)^ 


rr. RECEIPT OF RBQVEST FOR CONVERSION 


Tb« aderoernntim identified iiadir I fthove vmf recrivcd by thif bittmfttienftl Dtpeiltary Authority en 

(dftte of orifinftl dtpeeit) ftad m nqttert to eenven tho erisinfti dtpotlt to > depofit under th< Budtpm Trtftty wts 

receh^ by It en (dfttt of rectipi of requeit tot eonvoniea). 


V, INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTKORITY 


Name: DSM^DEUTSCEE SAMMLUKO VON 

MDCROORCANISMEK UND ZELLKULTintEN GmbH 

Addrtsi: Matcheroder Wer lb 
araoiuchweif 


SS8xiatiirt(t) of pf rtonM bftvfaif the pewor 

to ropment the Intarnatieaal Dcpotitary Autherity 

or of ftuthorittd omdftKt): 

Data: 1994-05-25 
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INTERNATIONAL FORM 



Biopharm GmbH 




Postfach 10 14 15 
69004 Heidelberg 


RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIClNAl DEPOSIT 

Mooed pmuaAt to Rule T4 by the 

INTERNATJONAt DEPOSITARY AUTHORITY 
idantlfiod at the bottom of thUpafo 


L IDEKTIPICATXOK Of THE MICROO&CANISM 


Idtniifieotioa nUnnf (iv«& by the PBPOSITORi 
PSG525 


Aoooaaion aurabar givott fay the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY ATTSORITY: 

DSH 9204 


IL SClENTiriC DESCaiPTION AW>/OB PROPOSED TJOCONOMIC DESIGNATION 


Tht mlcroorraaiam idcntifitd UAder 2, ft^t wu accoxapanied by: 




(X } A teUntifie dMcripdea 

( ) « propo9td taxonemt« dHlfaaTSen 




(Mark with a erow whm appUcabIt). 




m RECEIPT AKD ACCEPTANCE 


TWi I»^*lMtloiuJ Dcpetitary Attthotity acetpti th« microorgKiiim idantlfitd ondtr L abev.. which woa fcaWad by 
It on 1994-05-17 p«tofihi«ripnaldepoiit)l. 


IV. RECEIPT CP REQUEST POR CONVERSION 


Th« zzaeiwpnUm IdtacUitd tmd«r I ab«vt was meivtd by tbii Intcraational Dcpofltazy Authority on 

(datt of oxisonal otpotit) and a r»quo»t u convcrc tht orafioai dtpoiit to a dtpoaSt under tht Budapttt Treaty waa 

n cthrtd by it on (dau of rtetSpt of requttt for eonvtraioti). 


V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name; DSM-DEUTSOHE SAMMLUNC VON 

MIKROORGANISMSN UND 2ELLIWLTVRSN GmbH 

Addnn: Mat eheredtr Wtff lb 
D-dS124 Braunienvdc 


Slpiaturt(i) of pe»oa(i} havisr the power 

to riprtsfnt tht Inttmatio&al Dtpoiitary Authohty 

orof auth riatd oSiesal(i): 

Dttc: 1994-05-19 
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SEQ ID NO. 1 

ART DER SEQUENZ: Nukleinsatiresequenz 
NAME DND HERKONFT: MP-52-DNA 
lAngE: 2703 Nukleotide 

CCATGGCCTCGAAAGGGCAGCGGTGATTTTTTTCACATAAATATATCGCACTTAAATGAG 

TTTAGACAGCATGACATCAGAGAGTAATTATATTGGTTTGGGTTGGAATTC^ 

TTCCTGAGTTCAGGTTTGTAAAAGATTTTTCrGAGCACCTGCAGGCCTGT^ 

GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAAGTATTTTO^CrGGAAAGGATTaU^CTA 

GGGGGAAAAAAAAACTGGAGCACACAGGCAGCATTACGCCaTTCTTCCTTCTTGGAAAAA 

TCCCTCAGCCTTATAaAGCCTCCTTCSAGCCCrCAGTCAGTTGTGCAGGAGAAAGGGGG 

CGGTTGGCTTTCTCCTTTOU^GAACGAGTTATTTTCAGCTGCTGACTGG^ 

GTCTGGATACGAGAGa^TTTC(y^CTATGGGACI^ATACAAA(a.CACACCa3GCAG^ 

CAAGAGTCTaiGACTGAGGAGAAAGCCriTCCTTCTGCrGCTA(^^ 

TTTGAAAGTCCACTCCTTTCATGGTTTTTCCTGCCS^CCAGAGGCACCl^ 

CGCTGTTCTCTTTGGTGTCATTa^GCX^GCTGGCCAGAGGATGAGACTCCCa^CT 

ACTTTCTTGCTTTGGTACCTGGCTTGGCTGGACCTGGAATTCATCT 

GCCCCTGACITGGGCa^GAGACCCaiGGGGACaiGGCCAGGATTGGCa^G(^ 

AAGGAGAGGCCCCCCCTGGCCCGGAACGTCrrCAGGCCAGGGGGTCACAGCTATGGTGGG 

GGGGCCACCAATGCCAATGCO^GGGCAAAGGGAGGCACCGGGCAGACAGGT^CCTGACA 

CAGCCCAAGAAGGATGAACCCAAAAAGCTGCCCCCCAGACCGGGaMCCCTGAACCCAAG 

CCAGGACACCCTCCCOVAACAAGGCAGGCrAaiGCCa^SACTGTGACCCCAAAAG^ 

CITCCCGGAGGa^GGCACCCCa^AAAGCAGGATCTGTCCCa^GCTCC^ 

AAGGCOlGGGAGCCCGGGCCCCCAaSAGAGCCaAGGAGCCGTTTaSCCCACCCCCCATC 

ACACCCGACGAGTAOITGCTCTCGCTGTACAGGACGCTCTCCGATGCTGACAGAAAGGGA 

GGCAAO^GCAGCGTGAAGTTGGAGGCTGGCCTGGCCAACACCATCACCAGCTTTATTGAC 

AAAGGGCAAGATGACCGAGGTCCCGTGGTCAGGAAGCAGAGGTACGTGTTTGACATTAGT 

GCCCTGGAGAAGGATGGGCTGCTGGGGGCCGAGCTGCGGATCTTGCGGAAGAAGCCCTCG 

GACACGGCa^GCCAGCGGCCCCCGGAGGOSGGCGGGCTGCCCAGCTGAAGCTGTCCAGC 

TGCCCCAGCGGCCGGCAGCCGGCCTCCTTGCTGGATGTGCGCTCCGTGCCAGGCCTGGAC 

GGATCTGGCTGGGAGGTGTTCGAO^TCTGGAAGCTCTTCCGAAACITTAAGAACTCG^ 

CAGCTGTGCCTGGAGCTGGAGGCCTGGGAACGGGGCAGGGCCGTGGACCTCCGTGGCCTG 

GGCTTCGACCGCGCCGCCCGGCAGGTCCACGAGAAGGCCCTGTTCCTGGTGTTTGGCCGC 

ACCAAGAAACGGGACCTGTTCTTTAATGAGATTAAGGCCCGCTCTGGCCAGGACGATAAG 
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ACCGTGTATGAGTACCTGTTCAGCCAGCGGCGAAAACGGCGGGCCCCACTGGCCACTCGC 
CAGGGOAGCGACCCAGCAAGAACCTTAAGGCTCGCTGCAGTCGGAAGGCACTGCATGTC 
AACTTGAAGGACATGGGCTGGGACGACTGGATCATOSCACCCCTTGAGTACGAGGCTTTC 
CACTGCGAGGGGCTGTGCGAGTTCCCATTGCGCTCCCACCTGGAGCCCACGAATCS^TGCA 
GTCATCCAGACCCTGATGAACTCCATGGACCCCGAGTCCACACCACCCACCTGCTGTGTG 
CCa^CGCGGCTGAGTCCCATO^GCATCCTCrTCSlTTGACTCT 

AAGa^GTATGAGGAO^TGGTCGTGQAGTCGTGTGGCTGCAGGTAGCAGCACTGGCCCTCT 

GTCTTCCTGGGTGGCACATCCCSU^GAGCCCCrTCCTGCACTCCTGGAATCACA 

CAGGAAGCTGTGGOlGGAGCATCrACACAGCTTGGGTGAAAGGGGATTCC^ 

CTCGCTCTCI^GTGTGACrTGGGCTAAAGGCCCCCTTTTATCavaUlGTTCC^ 

GAGGATTGCTGCCCGTCTGCTGATGTGACCAGTGGCAGGCACAGGTCCAGGGAGACAGAC 

TCTGAATGGGACTGAGTCCCAGGAAACAGTGCTTTCCGATGAGACTCAGCCCACCATTTC 

TCCTCACCTGGGCCTTCTC»,GCCTCTGGACTCTCCTAAGCACCTCTCAGGAGAGCCACAG 

GTGCCACTGCCTCCTCAAATaiCATTTGTGCCTGGTGACTTCCTGTCCCTGGGACAGTTG 

AGAAGCTGACTGGGCAAGAGTGGQAGAGAAGAGGAGAGGGCTTGGATAGAGTTGAGGAGT 

GTGAGGCTGTTAGACTGTTAGATTTAAATGTATATTGATGAGATAAAAAGCAAAACTGTG 
CCT 
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SEQ ID K0:2 

ART DER SEQUEKZ: Aminos&ures guenz 
NAME UMD BERKUMFT: MP-52-Protein 
L^GE: 501 AminosEuren 



MRLPKLLTFL LWYLAWLDLE FICTVLGAPD LGQRPQGTRP GLAKAEAKER 
PFIARNVFRP GGBSYGGGAT NAIIARAKGGT GQTGGLTQFK KDEPKKLPPR 
PGGPEPKPGH PPQTRQATAR TVTPKGQLPG GKAPPKAGSV PSSFLLKKAR" 
EPGPPREPKE PFRPPPZTPE EYMLSLYRTL SDADRKGGHS SVKLEAGLAN 
TZTSFIDKGQ DDRGPWRKQ RYVFDZSALE KDGLLGAELR ZLRKKPSDTA 
KPAAPGGGRA AQLKLSSCPS GRQPASLLDV RSVP6LDGSG KEVFDIHKLF 
RNFKHSAQLC LELEAWERGR AVDLRGL6FD RAARQVHEXA LFLVFGRTKK 
RDLFFNEIKA RSGQDDKTVY EYLFSQRRKR RAPLA^RQGK RPSKNLKARC 
SRK2lLHVltFK DMGWDDWZIA PLEYEAFBCE GLCEFPLRSB LEPTMHAVIQ 
TLMNSMDPES TPPTCCVPTR LSPISILFID SANNWYKQY EDMWESCGC R 
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PATENTANSPR^JCHE 



1. DNA-Molekill, das ftlr ein Protein der TGF-B-Familie co- . 
diert und 

(a) den fdr das reife Protein codierenden Anteil und 
gegebenenfalls weitere fxmktionelle Anteile der in 
SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidseguenz , 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration 
des genetischen Codes entsprechende Nukleotidse- 
guenz, 

(c) einem allelischen Derivat einer der Sequenzen aus 
(a) und (b) entsprechende Nukleotidsequenz , Oder 

(d) eine mit einer der Sequenzen aus (a) , (b) oder (c) 
hybridisierende Ntikleotidsequenz urafafit 

unter der Voraussetzung, da& ein DNA-Molekul geraSS (d) 
zumindest den fOr ein reifes Protein der TGF-iS-Pamilie 
codierenden Anteil vollstSndig enthSlt. 

2. Vektor, 

d a d u r c h geJcennzeichnet , 

dafi er mindestens eine Kopie eines DNA-MoleJdils nach 
Anspruch 1 enthSlt. 

3. Wirtszelle, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS sie rait einer DNA nach Anspruch 1 oder einem Vektor 
nach Anspruch 2 transformiert ist. 

4. Wirtszelle nach Anspruch 3, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS sie ein Bakterium, ein Pilz, eine pflanzliche oder 
eine tierische Zelle ist. 

5. Protein der TGF-lS-Pamilie, das von einer DNA-Sequenz 
nach Anspruch 1 codiert wird. 
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6. Protein nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
da& es die in SEQ ID NO. 2 gezeigte AminosSuresequenz 
Oder gegebenenfalls fiinktionelle Anteile davon aufweist. 

7. Verfahren zur Herstellxing eines Proteins der TGF-fi-Pami- 

lie, . 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi man eine Wirtszelle nach Anspruch 3 oder 4 Jculti- 
viert und das TGF-fi-Protein aus der Zelle oder/und dem 
Kulturiiberstsmd gewinnt. 

8. Pharmazeutische Zusainmensetzung, 

dadurch' gekennzeichnet, 
dafi sie mindestens ein Protein nach Anspruch 5 oder 6 
als Wirkstoff gegebenenfalls zusatnmen mit pharraazeutisch 

ublichen Trager-, Hilfs-, Verdunnxmgs- oder Fullstoffen 
enthait . 

9. Pharmazeutische Zusammensetz\ing nach Anspruch 8 zur 
Behandl\ing oder Prevention von Knochen-, Knorpel-, Bin- 
degewebs-, Haut-, Schleimhaut-, Epithelial- oder Zahn- 
schSdigtingen, zur Anwendung bei Zahnimplantaten und zur 
Anwendung in Wxindheilxings- \md Gewebewiederherstellxmgs- 
prozessen. 



10. 



Antikdrper oder Antikorperfragmente, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi sie an ein Protein nach Anspruch 5 oder 6 binden. 



wo 95/04819 



PCT/EF94/02630 



1/6 



Fig. 1 

10 20 

MP 52 CSRKALHVNF KOMGWOOWIi 

BMP 2 CKRHPLYVDF SDVGWNOWIV 

BMP 4 CRRHSLYVDF SDVGWNOWIV 

BMP 5 CKKHELYVSF ROLGWQOWII 

BMP 6 CRKHELYVSF QOLGWQDWII 

BMP 7 CKKHELYVSF ROLGWQOWII 



30 40 50 

APLEYEAFHC EGLCEFPLRS HLEPTNHAVI 

APPGYHAFYC HGECPFPLAO HLNSTNHAIV 

APPGYQAFYC HGDCPFPLAO HLNSTNHAIV 

APEGYAAFYC DGECSFPLNA HMNATNHAIV 

APKGYAANYC OGECSFPLNA HMNATNHAIV 

APE6YAAYYC EGECAFPLNS YMNATNHAIV 



60 70 80 90 100 

MP 52 aTLMNSMDPE STPPTCCVPT RLSPISILFI OSANNWYKQ YEOMWESCG CR 

BMP 2 ttTLVNSVNS- KIPKACCVPT ELSAISMLYL OENEKWLKN YQOMWEGCG CR 

BMP 4 ttTLVNSVNS- SIPKACCVPT ELSAISMLYL DEYDKWLKN YttEMWEGCG CR 

BMP 5 ttTLVHLMFPO HVPKPCCAPT KLNAISVLYF DDSSNVILKK YRNMWRSCG CH 

BMP 6 aTLVHLMNPE YVPKPCCAPT KLNAISVLYF DDNSNVILKK YRNMWRACG CH 

BMP 7 aTLVHFINPE TVPKPCCAPT ttLNAISVLYF ODSSNVILKK YRNMWRACG CH 
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Eoo RI N30 I 

EMP 2 m:;iUJljLjiU GA KIiaft C' iajA T 

BMP 3 ja3 m maajfl<jiufta!rossr 

BMP 4 M CT m ; ilJ LiR M G aa T 3GK r 

BMP 7 AXIGGa:aiXXJkg3aCIGM 

TGF-£2 GQGAICDmJIGGSAKrSSAT 

T3F-1S3 AGGRTCiaaGCIGQMOaasr 

Inhdiin or A3Cn39GCD3QG!AAa3SIQ3aT 

Inhibin 1^ TCSmiXXTOGRMXSOOSRT 



OID 
BMP 2 
BMP 3 
BMP 4 
BMP 7 
IGP-Sl 
TGF-JS2 
1GF-S3 
Lihibin a 
Inhibin 
Inhibin 1^ 



Etao EE 
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Fig. 3 




Mivorgefarbfer Profeln-Molekulargewichtsmarker m\ den angegebenen 
apparenfen Molekulargewichf en ( Gibco BRL# 26041 -020) 

1: Zellkulturuberstand|100;jl) nach Infektion m\ rekorabinanten Viren 
Imif inserierter MP52 cDNA) unter reduzierenden|1% p-Mercapto- 
efhanot) Bedingungen 

2:Zellkulturuberstand{100jj|) nach Infektion rait Wildtyp Viren (ohne 
inserierte Fremd-DNA) unter reduzierendenlT/o p-Mercaptoethanol) 
Bedingungen 

3:Zellkulturuberstand|500jul) nach Infektion rait rekorabinanten Viren 
(mit inserierter MP52 cDNA) unter nicht reduzierenden Bedingungen 

4:Zellkulturuberstand(500;j|) nach Infektion rait Wildtyp Viren {ohne 
inserierte Fremd-DNA) unter nicht reduzierenden Bedingungen 
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Fig. 4 




BPV 69% fragmenf 



WO 95/04819 

PCT/EP94/O2630 

5/6 

Fig. 5 




Scfinil-t durch das Gesamtimplanfat (26 Tage nach Implantation) 
angefarbt nach von Kossa. Mineralisiertes Gewebe hebt sich 
deutlict) schwarz vom umgebenden Muskelgewebe ab. 



fRSA72BLArT(RE6EL26) 
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Ausschniff aus dem Implantaf ( 26 Tage nach ImplanfaHon) 
angefarbf nach Masson-Goldner. 
liSaum aus Osfeoblasfen(rosa m Original) 
2: Osteoid (rof im Original) 
3:Mineralisierfes Knochengewebe ( griin im Original) 
mit Osteocytenlrosa im Original) 
4:Knochenmark(hell rosa bis orange im Original) 



ERSArZBLAnr(REGEL26^ 



{ PCT/EP 94/02630 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER, 

IPC 6 C12N15/12 C07K14/51 



C07KU/495 A61K38/18 C07K16/22 



AcconBng to Intemaflooal Patent QitriflcitfOB (IPQ or to both nitfoMl it^f'm mi IPC 



B. FIELDS SBARCHED 



IPC 6 C12N C07K A61K 



to the txiBiU tlut sKh docuBoiti src indoded In Ihe fl^ 



Eleotronie dal&btfe eoBBilted durins the tBtenilianil Kirch (nttae of dautaue and» where pnctieaU teareb 



C DOCUMBNTS CONSIDERED TO BB RELEVANT 



Category* Qtitoi of drytimitnt, wilh faritcalion, where ^propriat^ of the njawant paaaajM 



Rdevant to claim No. 



p.x 



W0,A.93 16099 (BIOPHARH GESELLSCHAFT ZUR 
BIOTECHNOLOGISCHEN ENTWICKLUNG VON 
PHARHAKA) 19 August 1993 
see the whole document 

WO, A, 90 11366 (GENETICS INSTITUTE) 4 

October 1990 

see page 50 - page 83 

WO, A, 91 05802 (CREATIVE BIOMOLECULES, 

INC.) 2 May 1991 
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VcrOlfaaffiflnms voabcscttdm Bcdeuta^ die beaupiucfate Czfiaduni 
lam jjfcttt au anf ctflnderiicfag Tts^fcax feuhend bc ttidtt et 
wefdCDt wem die VcrdlteodiGbuii^ mt ciner oder nMhreren aoderco 
VeiifllfrntHchangcn dieser Katenne in Vertifnduna Kbracfat wird und 
diess Vcrtindnig tOt cinca FacomaDn Babeticsend tst 

*&* VerBflcndtefamt. dicMitilicd dcradbcn PateaifumUe in 



Datum dcaAbiffahttwt der intemalionalaiRcdicrchc 



22. November 1994 



0 2 -12- mh 



Name uod Posumchrift der I&temationale RccberchenbehOrdc 
Bumpiischei PafienumCi PJB. 3818 Patenttaan 3 
HL*33S0KVRijswiik 
Td. 31*70) 340-3040, Tx. 31 6S1 epo id, 
Fas (-f 31-70) 340-3016 



BcvoUDEdchiiftcr BedicostctEr 

CupldOt M 



Pdnnbtitt PCT/XSAAIO miitt Si rJuU 1M» 



INTERNATIONALER RECH£RCH£NBER1CHT 



PCT/EP 94/02630 
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Gem4fl Aritkel I7p)a) wurde aus folgendcn GrOnden fOr bejiimmte AnsprOche kcin Rechcrchenbcrichi erilellt: 



AnsprOctte Nr. 



well Sie skrb auf GegcnstSnde bezichen. zu deren Recherche die BehOrde nichl verpflichtet ist, nimlich 

Bemerkung : Obwohl Anspruch 9 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschllchen Korpers bezleht, wurde die Recherche durchgefUhrt und grUndete 
sich auf die angefUhrten Wirkungen der Zusammensetzung. 



wtil sie nch aurTeUe der internetionilen Anmeldung beztehen, die den vorgetchriebenen Anforderungen to wentg entspredien, 
dais cine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhri werden kann, niimlich 



3. I I AnsprOche Nr. 

weil es sich dabei urn abhXngige AnsprUche handelt, die nichl entsprechend Satt 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgeraflt find. 
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intemattonale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche der internationalen Anmeldung, Rkr (fie GebOlven entrichtet worden 
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4. Der Anmtkter hu die erforderlichen zusStzltchen RecherchengebOhren nicht rechtzcitig entrichtet. Der intemationale Redier- 
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faQt: 



Bcmcrinmgea hmskhifich dnes "Widerspnichs Die zusiUzltchen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 



2. 






Die Zahiung zusIizKcher GebOhren erfolgte ohne WIdersprucb. 
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